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摘要 : 为 阐明 Bt RREA KAHE ERA Mythimna separata ( Walker) (HH: 夜 蛾 科 ) 的 生理 学 影响 , 本 
研究 分 析 比 较 了 粘 虫 高 龄 幼虫 在 室内 取 食 低 剂 量 CrylAe 杀 虫 蛋白 6, 12, 24 和 36 h 后 ,其 体内 主要 的 解毒 酶 ( 酯 
酶 和 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 )、 保 护 酶 ( 超 氧 化 物 上 收 化 酶 、 过 氧化 氨 酶 和 过 氧化 物 酶 ) 和 中 肠 和 蛋白 酶 (总 和 蛋白酶 、 强 碱 
性 类 胰 重 白 酶 、 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 和 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 ) 等 活性 的 变化 。 结 果 表 明 , BUE CrylAc 杀 上 虫 蛋 日 后 , 精忠 
幼虫 体内 相关 酶 活力 呈现 不 同 的 变化 趋势 : (1) 酶 酶 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 、 过 氧化 物 酶 (POD)、 类 胰 和 蛋白 酶 和 类 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 活力 较 对 照 显 车 降低 (P<0.05); (2) 超 氧化 物 歧 化 酶 (SOD) 活力 较 对 照 显 著 升 高 (P<0.05); (3) 
过 氧化 氨 酶 (CAT) 活力 于 6, 12 和 24 h 显著 低 于 对 照 (P<0.05), 36 h 时 显著 高 于 对 照 (P<0.05)。 结 果 提 示 
CrylAc 杀 虫 蛋 日 主要 通过 抑制 烙 虫 幼虫 中 肠 解 毒 酶 和 有恒 日 酶 的 活性 ,扰乱 SOD, CAT 和 POD 3 种 保护 酶 的 动态 
平衡 而 干扰 幼虫 的 正常 生理 代谢 ， 从 而 起 到 毒 杀 粘 虫 的 作用 。 
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Effects of CrylAc toxin on activities of some enzymes in the larval midgut 
of the oriental armyworm, Mythimna separata ( Walker) ( Lepidoptera: 


Noctuidae ) 
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Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China; 2. College of Plant Science and Technology, Huazhong Agricultural University , 
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Abstract: In order to clarify the physiological effect of CrylAc toxin on the oriental armyworm, 
Mythimna separata ( Walker), the activities of two detoxification enzymes ( esterase and glutathione-S- 
transferase) , three protective enzymes ( superoxide dismutase, catalase and peroxidase) and midgut 
proteases (total protease, trypsin-like enzyme and chymotrypsin-like enzyme) in the 5th instar larvae of 
M. separata fed on Cryl Ac toxin were evaluated in the laboratory. The results showed that the activities 
of esterase, glutathione-S-transferase, peroxidase, trypsin-like enzyme and chymotrypsin-like enzyme in 
the larvae fed on an artificial diet containing Cryl Ac toxin were significantly lower than those of the 
control ( P «0.05). However, the activity of superoxide dismutase in the larvae fed on the artificial diet 
containing CrylAc was significantly higher than that of the control ( P «0.05). The activity of catalase of 
the treated larvae was obviously lower than that of the control at 6 h, 12 h and 24 h after treatment ( P « 
0.05) , but higher than that of the control at 36 h after treatment ( P «0.05). These results suggest that 
the CrylAc toxin disturbs the regular metabolism of insects mainly through restraining the activities of 
detoxification enzymes and proteases and disturbing the balance among superoxide dismutase, catalase 
and peroxidase in the midgut of larvae, and thus kills the pests. 
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e Bt 基因 抗 虫 作物 目 1996 年 被 批准 商业 化 种 
植 以 来 , 不 仅 其 杀 虫 效果 和 经 济 效益 十 分 显著 ， 而 
且 可 与 其 他 生物 防治 方法 协同 应 用 , 提高 防 效 ， 
此 在 害虫 综合 治理 中 的 作用 越 来 越 重要 ( Blumberg 
et al., 1997; Liu et al., 2001; Stewart et al., 2001; 
Zhang et al., 2006; Wu et al., 2008), 目前 , 转 Bt 
AE DEZ EP] S. EILEAR Sp 35: RE TON] ELI IHRE 
Ostrinia furnacalis Guenée MA d £9 "m Helicoverpa 
armigera Hübner 等 丢 标 害虫 (Olsen and Daly, 2000; 
He et al., 2003; Wu et al., 2003; 徐 艳 聆 等 ，2006 ; 
孙 志 新 , 2008), ， 而 对 其 他 次 要 靶 标 害虫 的 杀 虫 机 
理 、 效 果 及 风险 评价 研究 较 少 。 因 此 , 研究 Bt RR 
恒 日 对 次 要 靶 标 害虫 的 作用 机 理 ， 对 于 进一步 改善 
其 抗 虫 效 果 ,， 以 及 防止 害虫 抗 性 的 产生 都 具有 十 分 
重要 的 意义 。 

fü Mythimna separata ( Walker) ( SÉ&$9H E : 夜 
蛾 科 ) 是 我 国 及 亚洲 其 他 国家 粮食 作物 的 重大 害 
虫 , 曾 给 我 国 的 粮食 生产 市 来 了 巨大 的 经 济 损失 
( 李 光 博 等 , 1964; 李 光 博 ,1979 ) 。 虽 然 粘 虫 并 不 
是 目前 所 开发 的 转 Bt 基因 作物 的 主要 靶 标 害虫 ， 
但 由 于 粘 虫 是 远 距 离 季 节 性 迁 飞 性 害虫 , 同时 也 是 
和 危害 水 稻 、 玉 米 等 作物 的 主要 害虫 , 一 旦 转基因 作 
物 在 我 国 开始 商品 化 种 植 , 粘 虫 的 生物 学 习性 或 田 
间 种 群 动态 规律 等 必然 会 受到 影响 。 目 前 , 转基因 
作物 对 精忠 生长 发 育 的 影响 已 经 引起 了 一 些 学 者 的 
重视 ( 王 冬 妍 等 ,2004; 员 桂 玲 等 ,2004; ERS 
等 ,2005; 常 雪 等 ,2007; 将 善 军 等 , 2010; Gao et 
al., 2011)。 已 有 的 人 研究 报道 主要 集中 于 转 Bt 基因 
玉米 对 粘 虫 的 毒 杀 效 果 影 响 ,如 一 些 报 赴 认 为 转 Bt 
基因 玉米 对 初 孵 幼虫 和 烘 食 期 的 4 和 5 龄 幼虫 均 有 
显著 的 致死 作用 ( 王 冬 妍 等 ,2004; TE RES, 
2005 ) 。 

另外 , Bt 杀 虫 重 日 对 烙 虫 生长 发 育 的 影 啊 也 已 
有 报道 ， 如 将 善 军 等 (2010 ) SEN R Zo Hh ERES T 
CrylAc 杀 虫 重 日 对 烙 虫 幼虫 、 晴 和 成 中 的 生长 发 
育 、 繁 殖 的 影响 作用 。 这 些 结果 对 于 了 解 转 Bt 基 
因 作 物 对 烙 忠 的 影响 作用 无 疑 是 十 分 重要 的 。 但 
是 , 转基因 作物 或 Bt 杀 虫 重 日 对 粘 虫 的 毒 杀机 理 
至 今 还 没有 报道 。 本 研究 拟 通过 室内 评价 低 剂 量 
Bt RREH CrylAc 对 粘 虫 高 龄 幼虫 中 肠 主 要 的 解 
毒 酶 、 保护 酶 和 和 蛋白 酶 等 活性 影响 , 明确 Cryl Ac 对 
精忠 的 生理 学 效应 , MILE INRE EX Bt AR 
和 集 日 的 抗 性 机 制 的 理解 ,而 且 对 转 Bt 基因 作物 的 
DLTETREPE —xE HTAE XS X 


1 材料 和 方法 


1.1 fti mm 

虫 源 来 自 河 北 康 保 (41.87*N，114. 6? E) 田间 
灯光 诱捕 的 迁 入 成 虫 。 

参照 将 善 盏 等 (2010) , 采用 本 实验 室 研 制 的 专 
利 人 工 饲 料 ( 申 请 号 201010197333. X) ,在 室内 进 
行 单 头 饲养 。 主 要 人 饲养 过 程 为 : 挑 取 初 旷 幼虫 , 在 
放 有 人 工 饲 料 的 12 和 孔 细胞 培养 板 ( 美 国 Coming 公 
司 ) 中 单 孔 单 头 饲养 至 6 龄 ,然后 移 人 6 孔 细 胞 培 
养 板 中 继续 单 孔 单 头 饲 养 ; 幼虫 化 师 5 d 后 , rS 
集中 移 和 人 养 虫 箱 (40 cm x80 em) rp ; 羽化 成 虫 每 日 
MIRER 596 (v/v) 蜂蜜 水 , 在 羽化 后 第 5 天 插 
入 干 谷 子 杆 , 供 其 产 卵 。 室 内 人 饲养 温度 为 23 1C, 
相对 湿度 为 70% 左右 , 光 周 期 为 14L:10D。 
1.2. 杀 虫 蛋白 处 理 

Bt RREA CrylAc 购 目 美国 一 龙 公 司 , 在 0.1 
mmol/L 氧 氧化 钠 溶液 (PH 10.0) 中 溶解 后 , 按 比例 
与 人 工 饲料 混合 均匀 。 供 试 CrylAc XE E ELTE 
为 2 ng/g( 亚 致死 浓度 ) HFE, 2011), 

取 个 体 大 小 一 致 、 刚 晓 皮 的 5 龄 粘 虫 幼虫 ( 粘 
虫 幼 虫 为 害 取 食 主要 集中 在 5 和 6 S38, BUE ERAT 
别 占 全 幼虫 期 的 14.3% 80 75.196 ,为 骏 食 阶段 ， 
此 选择 5 龄 初 幼虫 进行 实验 ) ULTE 2 h Je IU 
Cryl Ac Z& AE FH, F6, 12, 24 和 36 h 后 分 别 取 
样 、 解 剖 并 截取 中 肠 ; MAAE CrylAc WATA 
料 为 对 照 。 
1.3 解毒 酶 活力 测定 
1.3.1 中 肠 酶 液 制备 : 将 烙 虫 幼虫 在 0 ~4C 下 迅 
速 解 剖 , 截取 中 肠 及 其 内 含 物 , 不 同 处 理 时 间 各 取 
样 4~6 头 幼虫 , 放 入 预 冷 的 玻璃 匀 浆 器 中 ,加 入 
1 mL 的 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 (pPH 7.0, 含 0. 196 
Triton X-100) yk% JJ, JAE 4C 下 10 000 xg 
离心 20 min， 取 上 清 液 作 为 酶 源 。 每 处 理 重 复 
3 次 。 
1.3.2 酯 酶 活力 测定 : 参照 van Asperen (1962) 77 
法 进行 。 反 应 混合 液 含 10 pL 酶 液 、3.49 mL 0. 04 
mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH 7.0) 和 0.5 mL 4 x10 ^ mol/L 
o- LRA, 在 37%C 水 浴 中 温 育 30 min, 加 入 
0.5 mL 显 色 剂 (1% HEE B 盐 与 5% SDS 溶液 按 
2:5 混 合 )， 室 温 下 放置 10 min, 用 酶 标 仪 Tecan 
Infinite 200 ( in + Tecan 公司 ) Æ 600 nm 处 测定 吸 
光 值 。 每 样品 重复 测定 3 次 ， 以 a- 茶 酚 作 标准 
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曲线 。 

1.3.3 A Pe H -S-F F M h WE: 参照 Booth 
等 (1961 ) 方 法 进行 。 反 应 混合 液 含 0.1 mL BER. 
2.9 mL 0.1 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH 8.0)、0.7 mL 
0.03 mol/L 谷 胶 甘 肽 液 和 50 uL 0.1 mol/L CDNB 
Wk. 以 无 酶 的 反应 液 为 参 比 , 使 用 酶 标 仪 , 在 340 
nm 处 读 取 0D 值 , 30 s 读 工 次 , 连续 监测 5 min, 
1.4 保护 酶 活力 测定 

1.4.1 中 肠 酶 液 制备 : 粘 虫 幼 虫 在 0 ~4 下 迅速 
解剖 , 用 预 冷 的 0. 15 mol/L NaCl 溶液 冲洗 , 截取 
中 肠 及 其 内 含 物 , 不 同 处理 时 间 各 取样 4 ~6 头 幼 
虫 ; 准确 称 取 中 肠 重量 , 按照 重量 体积 比 ( 克 / 毫 
升 )1:9 的 比例 加 入 生理 盐水 , 制备 成 10% HRA 
浆 ; 2 500 xg 离 心 10 min 后 , 取 上 清 为 酶 源 。 每 处 
理 重 复 3 次 。 

1.4.2 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD ) 活力 测定 : 具体 操 
作 步 又 按照 SOD 试剂 盒 ( 购 目 南京 建成 生物 工程 研 
究 所 ) 说 明 书 进行 。 以 每 时 死 重 日 在 1 mL 反应 液 
中 SOD 抑制 率 达 5096 时 所 对 应 的 SOD 量 为 一 个 活 
力 单 位 (U) 。 

1.4.3 过 氧化 氨 酶 (CAT) 活力 测定 : 具体 操作 步 
又 按照 CAT 试剂 盒 ( 购 自 南 束 建成 生物 工程 研究 
所 ) 说 明 书 进行 。 以 每 又 元 和 蛋 日 每 秒 分 解 1 umol 
H,0, 的 量 为 一 个 活力 单位 (U)。 

1.4.4 过 氧化 物 酶 (POD ) 活力 测定 : 具体 操作 步 
又 按照 POD 试剂 盒 ( 购 目 南京 建成 生物 工程 研究 
所 ) 说 明 书 进行 。 在 37 世 条 件 下 , 每 mg EHA min 
催化 产生 1 ng 的 底 物 的 酶 量 定 义 为 一 个 酶 活力 单位 。 
1.5 蛋白 酶 酶 活力 测定 

1.5.1 中 肠 酶 液 制备 : 粘 虫 幼 虫 在 0 ~4 下 迅速 
解剖 用 预 冷 的 0. 15 mol/L NaCl 溶液 冲洗 ， 截取 
中 肠 及 其 内 含 物 , 不 同 处理 时 间 各 取样 4 ~6 头 幼 
W, 加 1 mL 0.15 mol/L NaCl Z&HRGE KB "| 5]3& , 
15 000 xg 4C ijf» 15 min, 取 上 清 液 作为 酶 液 。 
处 理 重复 3 次 。 

1.5.2 HH AE EA BS TED IE: 参照 王 琛 柱 和 钦 
俊 德 (1996 ) 方法 , FH ZEB BET A E EA TE 2 JI 
物 。 取 50 pL 20 mg/mL PARKERAR M(H 0. 15 
mol/L NaCl 溶液 配制 ), 加 入 30 uL 0.2 mol/L HA 
酸 - 氢 氧 化 钠 缓冲 液 (pH 10.5) 和 20 pL 酶 液 的 反应 
液 中 , 30% 反应 28h 后 , 加 入 100 pL20 % (w/v) — 
氯 乙 酸 终止 反应 。 反 应 混合 物 在 4 下 15 000 xg 
离心 15 min, 取 上 清 液 , 用 酶 标 仪 在 366 nm 处 测定 
吸光 值 。 


1.5.3 类 胰 香 日 酶 活力 测定 : 以 BAPNA 和 TAME 
为 底 物 , 分 别 测定 强 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 活性 和 弱 碱 性 
KRE HIE TE ME E WEKRE A i ERT, 
Hx 40 uL 20 mg/mL BAPNA( 溶 于 二 甲 基 亚 砚 ) , 加 
入 1.45 mL 0.1 molL 甘氨酸 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 (pH 
10. 5) 和 50 uL 酶 液 的 反应 液 中 , 307€ 反应 20 min; 
用 0.5 mL 30% (v/v) 乙酸 终止 反应 后 , 在 406 nm 
处 测 吸 光 值 。 测 定 弱 碱 性 类 胰 蛋 日 酶 活性 时 , 取 40 
uL 2 mmol/L TAME( F 0.15 mol/L NaCl 溶液 )， 
加 入 1.45 mL 0.2 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 8.5) 和 
50 uL 酶 液 的 反应 液 中 , 30C 反应 20 min; Hj0. 5 mL 
30 96 (wv) 乙 酸 终止 反应 后 , 在 248 nm 测定 吸光 值 。 
1.5.4 类 胰 凝 乳 重 日 酶 活力 测定 : 以 BTEE XIE 
物 。 取 0.5 mL 1 mmol/L BTEE( 深 于 含有 1096 甲醇 
的 0.15 mol/L NaCl 溶液 中 ), 加 入 450 pL0.2 mol/ 
L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 8. 5) 和 50 pL 酶 液 的 反应 液 
中 ,30C 反 应 15 min, 在 256 nm 处 测定 光 吸 收 值 。 

TAME, BAPNA 和 BTEE 的 克 分 子 消光 值 分 别 
为 540, 8 800 和 964, 用 以 计算 相应 水 解 底 物 的 摩 
尔 数 。 
1.6 酶 源 蛋 白质 含量 测定 

HIPS Used G-250 法 测定 各 处 理 酶 源 的 可 
AERA A Æ (Bradford, 1976) , U ^F iA 2 A 
( BSA) 为 标准 重 日 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

数据 应 用 统计 软件 SPSS 11.0 进行 分 析 。 不 同 
处 理 时 间 的 酶 活力 差异 比较 采用 Tukey 氏 检 验 ; 同 
一 时 间 下 , 不 同 处 理 的 酶 活力 差异 比较 采用 
测验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 CrylAc 杀 虫 蛋白 对 粘 虫 幼虫 体内 解毒 酶 活 
力 的 影响 

取 食 含 CrylAc 饲料 6, 12, 24 和 36 h 的 幼虫 ， 
体内 酯 酶 活力 均 显 著 低 于 取 食 正常 饲料 相同 时 间 的 
个 体 (P<0.05) (图 1:A); 随 着 取 食 CrylAc 时 间 
的 延长 ， 酯 酶 活力 逐渐 降低 ， 且 差异 显 着 (P < 
0.05), 

RRE CrylAc 饲料 6,12, 24 和 36 h 的 幼虫 ， 
体内 谷 胶 甘 肽 -S- 转 移 酶 活力 均 显 著 低 于 取 食 正常 
饲料 相同 时 间 的 个 体 (P<0.05)( 图 1:B); RRE 
Cryl Ac 饲料 24 和 36 h 的 幼虫 , 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 
活力 显著 低 于 取 食 6 和 12 h 的 个 体 (P<0.05)。 
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Esterase activity 


酯 酶 活性 [p mol/(min-mg)] 


取 食 时 间 (h) 


Feeding time 


图 1 取 食 正常 饲料 和 含 CrylAc 饲料 后 的 粘 虫 5 龄 幼虫 体内 酯 酶 (A) 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (CST) (B) 的 活力 变化 


Fig. 1 Changes in activities of esterase (A) and glutathione-S-transferase ( GST) (B) in 5th instar larvae of 





GSTS TE[OD/(min-mg)] 
GST activity 





取 食 时 间 (h) 


Feeding time 


Mythimna separata fed on Cryl Ac toxin for different time 
图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 不 同 小 写字 母 表示 饲料 类 型 之 间 差 异 显著 (P<0.05), 不 同 大 写字 母 表示 取 食 时 间 之 间 差 异 显著 (P<0.05); 
CK 即 不 含 CrylAc 的 人 工 饲 料 ; 下 图 同 。Data in the figure are mean + SE. Different lowercase letters above bars indicate significant differences 




















between artificial diet with Cryl Ac toxin and artificial diet without Cryl Ac toxin ( P «0.05) , while different capital letters indicate significant differences 


among different feeding time ( P «0.05). CK represents artificial diet without Cryl Ac toxin. The same for the following figures. 


2.2 CrylAc 杀 虫 蛋白 对 粘 虫 幼虫 体内 保护 酶 活 
力 的 影响 

REE CrylAc 饲料 6, 12, 24 和 36 h 的 幼虫， 
体内 超 氧 化 物 收 化 酶 活力 均 显著 高 于 取 食 正常 饲料 
相同 时 间 的 个 体 (P <0.05)( 图 2:A); 随 着 取 食 
CrylAc 时 间 的 延长 , 超 氧 化 物 长 化 酶 活力 呈现 先 
降低 后 升 高 的 趋势 。 

取 食 含 Cryl Ac 饲料 6,12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 
过 氧化 氢 酶 活力 均 显 车 低 于 取 食 正常 饲料 相同 时 间 
的 个 体 (P «0.05) (图 2:B)， 取 食 含 CrylAc 饲料 
36 h 的 幼虫 , 体内 过 氧化 氢 酶 活力 显著 高 于 取 食 正 
常人 饲料 相同 时 间 的 个 体 (P < 0.05); 随 着 取 食 
Cryl Ac 时 间 的 延长 , 过 氧化 氢 酶 活力 逐渐 升 高 , 且 
差异 显著 (P<0.05)。 

REE CrylAc 饲料 6,12, 24 和 36 h 的 幼虫 ， 
体内 过 氧化 物 酶 活力 均 显 著 低 于 取 食 正常 饲料 相同 
时 间 的 个 体 (P<0.05)( 图 2:C); 随 着 取 食 Cryl Ac 
时 间 的 延长 , 过 氧化 物 酶 活力 呈现 先 升 高 后 降低 的 
趋势 。 

2.3 CrylAc 杀 虫 蛋白 对 粘 虫 幼虫 体内 蛋白 酶 活 
力 的 影响 

取 食 含 CrylAc 饲料 12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 总 
蛋白酶 活力 均 显 著 高 于 取 食 正常 饲料 相同 时 间 的 个 
体 (P<0.05)( 图 3:A), 36 h 时 则 显著 低 于 取 食 正 


常 饲 料 相 同时 间 的 个 体 (P <0.05); 随 着 取 食 
CrylAc 时 间 的 延长 , 总 蛋 日 酶 活力 呈现 先 升 高 后 
降低 的 趋势 。 

WRA CrylAc 饲料 6,12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 
强 碱 性 类 胰 重 日 酶 活力 均 显著 低 于 取 食 正常 饲料 相 
同时 间 的 个 体 (P<0.05)( 图 3:B); 取 食 含 CrylAc 
饲料 24 和 36 h 的 幼虫 , 强 碱 性 类 胰 重 日 酶 活力 显 
著 高 于 6 和 12 h 的 个 体 (P<0.05)。 

取 食 含 CrylAc 饲料 6,12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 
弱 碱 性 类 胰 蛋 昌 酶 活力 均 显 车 低 于 取 食 正 种 饲料 相 
同时 间 的 个 体 (P <0. 05) (图 3:C); 随 着 取 食 
Cryl Ac 时 间 的 延长 ， 蚤 碱 性 类 胰 重 日 酶 活力 呈现 
先 升 高 后 降低 的 趋势 。 

WRA CrylAc 饲料 6,12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 
类 胰 凝 乳 重 日 酶 活力 均 显 车 低 于 取 食 正常 饲料 相同 
时 间 的 个 体 (P «0.05) (EL 3: D) ; 取 食 含 CrylAc 
饲料 24 和 36 h 的 幼虫 , 2SIBEGESUS A BT 7J SP 
高 于 6 和 12 hfm4-4&k(P«0.05), 


3 讨论 
昆虫 解毒 酶 对 分 解 外 源 毒 物 、 维 持 正常 生理 代 


谢 起 重要 作用 。 丁 双阳 等 (2001) 人 研究 证 实 转 Bt 基 
杨 树 叶片 对 类 国 日 蛾 幼虫 中 肠 酯 酶 有 明显 抑制 作 
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取 食 正常 饲料 和 含 Cryl Ac 饲料 后 的 粘 虫 5 龄 幼虫 体内 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) (A)、 


过 氧化 氢 酶 (CAT)(B) 和 过 氧化 物 酶 (POD)(C) 的 活力 变化 
Fig. 2 Changes in activities of superoxide dismutase (SOD) (A), catalase ( CAT) (B) and peroxidase ( POD) (C) in 


5th instar larvae of Mythimna separata fed on CrylAc toxin for different time 


用 ,而且 随 饲 喂 时 间 的 延长 抑制 作用 加 强 , 谷 胱 甘 
肽 -S$- 转 移 酶 变化 比较 复杂 。 本 研究 结 采 表明 , BUE 
含 CrylAc 饲料 6,12,24 和 36 h 的 幼虫 , 体内 酯 酶 
和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活力 均 明 显 受到 抑制 ， 显 车 低 
于 对 照 , 且 随 着 取 食 时 间 的 延长 , 活力 逐渐 降低 。 
这 与 吓 双阳 等 (2001) 的 报道 基本 相同 。 
ERLAR SOD). FALAR (CAT) 和 
过 氧化 物 酶 (POD ) 是 生物 体内 普遍 存在 的 防御 氧 
化 损伤 的 重要 保护 酶 , 这 几 种 保护 酶 处 于 一 种 动态 
平衡 状态 , 使 自由 基 维 持 在 一 个 低 水 平 , 起 到 保护 
生物 机 体 的 作用 ( 李 周 直 等 ，1994 ) Ding 等 
(2001) 报道 转 Bt 基因 欧洲 黑 杨 Populus nigra L. 可 
使 美国 白 蛾 Hyphantria cunea 幼虫 中 肠 内 的 SOD, 
CAT 和 POD 活性 逐渐 升 高 , 达到 峰值 后 突然 降低 。 
55 [Ep Sr (2006) 研究 表明 , ADARI ERR FE 


Bt 单 基因 和 转 Bt + CpTI 双 价 基因 杨 树叶 上 后 , 其 
中 肠 SOD WIELER, 而 CAT 和 POD 活力 受到 
了 显著 抑制 。 本 实验 结果 表明 , 取 食 售 CrylAc 饲 
料 6, 12, 24 和 36 h 的 幼虫 , 体内 SOD 活力 均 显著 
高 于 对 照 ; CAT 活力 在 6,12 和 24 h 显著 低 于 对 照 ， 
36 h 时 则 显著 高 于 对 照 ; POD 活力 均 显 著 低 于 对 
照 , 这 与 Ding 等 (2001) 的 人 研究 结果 有 所 不 同 , 与 
5 [Rp Sr (2006) 的 研究 结果 基本 一 致 。 粘 虫 取 食 
含 CrylAc 饲 料 后 ,对 毒 恒 日 作出 类 似 于 抗 性 的 反 
应 ,导致 其 中 肠 SOD 活力 显著 上 升 , 机 体内 产生 了 
KEW H,0,, 而 此 时 CAT 和 POD 活力 又 受到 了 显 
著 抑 制 , 造成 体内 清除 目 由 基 遇 到 了 障碍 。 因 此 ， 
Cryl Ac REE EE CS Hb ACE. AREMA I 2 
虫 中 肠 SOD, CAT 和 POD 3 种 保护 酶 的 动态 平衡 ， 
对 虫 体 产生 伤害 作用 。 
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Total protease activity 


总 蛋 日 酶 活性 [OD/ (min-mg)] 


ARETE) 


Feeding time 


弱 碱 性 类 胰 蛋 日 酶 活性 [umol (min-mg)] 
Weak alkaline trypsin-like enzyme activity 


取 食 时 间 (h) 


Feeding time 
图 3 取 食 正常 饲料 和 含 CrylAc 饲料 后 的 烙 虫 $ 龄 幼虫 体内 总 和 蛋白酶 (A)、 强 碱 性 类 胰 和 蛋白酶 (B)、 
弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 (C) 和 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 (D) 的 活力 变化 
Fig. 3 Changes in activities of total protease ( A) , active alkaline trypsin-like enzyme (B) , weak alkaline trypsin-like enzyme ( C) 
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Active alkaline trypsin-like enzyme activity 
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类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 [kmol (min-mg)] 
Chymotrypsin-like enzyme activity 
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Feeding time 


and chymotrypsin-like enzyme (D) in 5th instar larvae of Mythimna separata fed on Cryl Ac toxin for different time 


昆虫 中 肠 蛋 白 酶 是 中 肠 上 皮 细 胞 分 泌 的 消化 蛋 
白质 和 碳水 化 合 物 的 重要 酶 。 本 研究 结果 表明 , HX 
RE Cryl Ac 饲料 6,12 和 24 h 的 幼虫 , 体内 强 碱 性 
类 胰 和 蛋白 酶 、 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 和 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 
活力 均 显 著 低 于 对 照 。 总 蛋白 酶 活力 在 12 和 24h 
显著 高 于 对 照 , 36 h 时 显著 低 于 对 照 。 徐 艳 聆 等 
(2006) 结果 表明 : 取 食 表达 CrylAb AREA WPR 
Bt 基因 玉米 后 , 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 的 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 
酶 活性 明显 高 于 对 照 , 且 随时 间 延 长 呈 升 高 趋势 。 
深 革 梅 等 (2001) 在 对 Bt 抗 感 种 群 间 和 蛋白 酶 活性 的 
比较 中 , 也 发 现 抗 性 种 群 棉铃 虫 幼虫 的 强 碱 性 类 胰 
蛋白 酶 活力 显著 高 于 敏感 种 群 。 本 研究 结果 与 之 不 
同 , 其 原因 可 能 是 不 同 种 类 害虫 对 不 同 杀 虫 蛋白 具 
有 不 同 的 应 激 反应 ,其 具体 原因 有 竺 进一步 研究 。 


Bt 杀 虫 蛋 日 被 幼虫 消化 后 , 引起 肠 道 细胞 破坏 、pH 
EREZIE HAEA E TE, 对 虫 体 产生 
伤害 。 

综 上 所 述 ，CrylAc 杀 虫 重 日 可 能 是 通过 抑制 
粘 虫 幼虫 中 肠 解 毒 酶 和 蛋白酶 的 活性 ,扰乱 SOD, 
CAT 和 POD 3 种 保护 酶 的 动态 平衡 而 干扰 昆虫 正 
常 的 生理 代谢 , 从 而 起 到 毒 杀害 虫 的 作用 。 
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